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摘要 :【 目的 】 气 味 结 合 蛋 白 (odorant binding proteins, OBPs) 在 昆虫 寄主 定位 、 产 卵 地 选择 等 行为 
中 发 挥 重 要 作用 ,克隆 与 鉴定 小 菜 蛾 Plutella xylostella OBP 基因 、 明 确 其 与 配 体 化 合 物 的 结合 特性 
有 助 于 益 明 小 菜 蛾 嗅觉 识别 的 分 子 机 制 。【 方 法】 利用 PCR 技术 克隆 小 菜 蛾 0BP2 ,对 获得 的 编码 
序列 全 长 进行 信号 肽 及 跨 膜 区 域 预测 ,用 DNAMAN 5 X46 E, x 85 OBP2 进行 多 序列 比 对 ,采用 
MEGAS.0 Hio Up ous method, NJ) 构建 进化 树 。 通 过 实时 定量 PCR (qRT-PCR ) 分 析 
PxylOBP2 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶段 和 不 同 组 织 中 的 表达 模式 。 构 建 原 核 表 达 载 体 pET28a- 
PxylOBP2 ,进行 原核 表达 及 蛋白 纯化 。 利 用 荧光 竞争 结合 实验 对 PxylOBP2 蛋白 与 39 种 配 基 化 合 
物 的 结合 特性 进行 分 析 。 【结果 】 成 功 获得 小 菜 蛾 OBP2 基因 Pxyl0BP2 ( GenBank 登录 号 : 
KT070562 ) 的 编码 序列 全 长 ,其 完整 开放 阅读 框 大 小 为 546 pp ,编码 182 个 和 氨基酸, 具有 气味 结合 
蛋白 典型 的 6 个 保守 半 胱 和 毛 酸 结合 位 点 。 荧 光 定 量 PCR 结果 表明 ,发 育 表达 模式 显示 , PxylOBP2 
在 未 交配 雄性 成 虫 中 的 表达 量 均 明显 高 于 唆 性 成 求 和 已 交配 雄 虫 ;组 织 表达 模式 显示 ,Pry1OBP2 
在 足 中 的 表达 量 高 于 其 他 组 织 。 经 预测 成 熟 蛋 白 大 小 为 22.24 kDa, 等 电 点 5.69。SDS-PAGE 结果 
显示 融合 蛋白 成 功 表 达 。 荧 光 竞 争 结合 实验 对 3 种 性 信息 素 和 36 种 植物 挥发 物 结合 发 现 ， 
PxylOBP2 与 性 信息 素 Z-11-16 ; Ald rd a 951 pmol/L; 可 以 和 11 种 寄主 植物 挥发 
scii un 与 芳 樟 醇 、 正 壬 醇 结合 能 力 最 强 , 解 离 常数 分 别 为 4.733 fa 6.861 pmol/L。[【 结 
ie] 本 研究 明确 了 PxylOBP2. 8$ 4X R ARREZ), o qRT-PCR 和 荧光 竞争 结合 实验 结果 , 4Ë 
断 PxylOBP2. 与 小 菜 蛾 雄 虫 寻求 配偶 有 关 , 且 寄主 挥发 物 芳 樟 醇 . 正 壬 醉 起 协同 促进 作用 。 
关键 词 : 小 菜 蛾 ;气味 结合 蛋白 ; 气味 ; 基因 表达 ; qRT-PCR; 荧光 竞争 结合 
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Abstract: [^im] Odorant binding proteins ( OBPs) play crucial roles, functioning as transporting 
vectors of odors, in host location and oviposition selection for many insects. Cloning and identification of 


OBP genes and clarifying their ligand-binding characteristics of the compounds may help address the 
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molecular mechanisms in P. xylostella. [ Methods] OBP2 was cloned from P. xylostella based on PCR 
approach. Signal peptide and transmembrane region were predicted and the nucleotide sequence of P. 
xylostella OBP2 ( PxylOBP2) was aligned with that of the homologs from other insects using DNAMAN. 
A neighbor-joining tree was constructed using MEGAS. 0. Stage- and tissue-specific expressions of 
PxylOBP2. were profiled by using real-time quantitative PCR (qRT-PCR). Prokaryotic expression vector 
was constructed to express the recombinant protein, and the purified protein was detected by SDS-PAGE. 
The protein binding affinity of PxylOBP2 with 39 compounds was analyzed using fluorescence competitive 
binding assay. [Results] PxylOBP2 was successfully cloned and sequenced. Its ORF is 546 bp in length 
(GenBank accession no. KT070562) , encoding 182 amino acids, and the encoded protein has six 
cysteine conserved domains, with the predicted molecular mass of 22. 24 kDa and isoelectric point of 
5.69. SDS-PAGE analysis showed that the fusion protein was successfully expressed. The expression 
profiling of PxylOBP2 exhibited a higher expression level in virgin male adults than in female adults and 
mated male adults, and the expression levels of PxylOBP2 in legs of male and female adults were higher 
than those in other tissues. The binding affinity test of PxylOBP2 to three sex pheromones and 36 different 
plant volatiles showed that PxylOBP2 could bind with Z-11-16: Ald, with a dissociation constant of 
48.951 pmol/L, and with 11 plant volatiles, exhibiting a stronger capability of binding linalool and 1- 
nonanol with the dissociation constants of 4. 733 and 6. 861 pmol/L, respectively. [ Conclusion] The 
nucleotide and amino acid sequences of PxylOBP2 were characterized. Based on qRT-PCR and 
competitive binding test results, we infer that PxyIOBP2 may play important roles in adult courtship of the 
moth, and host plant volatiles play a synergism role. 


Key words: Plutella xylostella; odorant binding proteins ( OBPs) ; olfactory; gene expression; qRT- 


PCR; fluorescence competitive binding assay 


NS Plutella xylostella (L. ) JE BE E] ` S£ WR 
科 , 是 危害 十 字 花 科 作物 的 世界 性 害虫 ,全 球 每 年 因 
小 菜 蛾 为 害 造成 的 直接 损失 和 用 于 防治 小 汪 蛾 的 费 
用 高 达 40 ~50 亿美 元 (Furlong et al., 2013) 。 该 虫 
年 发 生 世 代 多 ,繁殖 能 力 强 , 寄 主 范围 广 ,并 且 抗 药 
性 逐年 增加 ,防治 困难 ,造成 的 危害 不 断 扩 大 ,给 我 
国 蔬菜 产业 构成 严重 威胁 。 因 而 迫切 需要 探索 高 
效 、 无 害 化 防治 小 菜 蛾 的 新 途径 。 

嗅觉 在 昆虫 的 生理 和 行为 方面 起 着 重要 的 作用 
(Liu et al., 2015 )。 气 味 结合 蛋白 (odorant binding 
proteins, OBPs) 参与 昆虫 专 一 性 识别 外 界 环境 的 第 
一 步 生 化 反应 (Li and Prestwich, 1997), AIRO T 
首先 通过 触角 感受 器 表面 的 极 孔 进 入 触角 感受 器 并 
与 OBPs 结合 ,然后 通过 杂 水 性 的 感 器 淋巴 液 到 达 
气味 受 体 (odorant receptors , ORs) ,导致 化 学 信号 转 
变 为 电信 号 ,从 而 产生 相应 的 行为 反应 。0BP 家 族 
具有 保守 结构 域 ,是 水 溶性 的 酸性 蛋白 ,由 140 ~ 
160 个 核 背 酸 组 成 ,pH 值 4 ~6(Pelosi et al., 2006) 。 
典型 的 昆虫 OBPs 氮 基 酸 序列 通常 含有 6 个 高 度 保 
守 的 半 胱 氮 酸 残 基 , 其 保守 序列 常 被 用 来 鉴定 昆虫 
的 OBPs ( Vogt and Riddiford, 1981; Leal et al., 






















































































1999) ,依据 昆虫 OBPs 氨基 酸 序 列 同 源 性 与 其 识别 
气味 分 子 的 差别 ,可 将 其 分 为 性 信息 素 结合 蛋白 
(pheromone binding proteins, PBPs) .普通 气味 结合 
蛋白 (general binding protein, GOBPs) 和 触角 结合 
白 (antennal binding proteins, ABPs)3 K ( Robertson 
et al., 1999) 。 目 前 根据 序列 中 半 胱 氮 酸 的 个 数 ,可 
将 OBPs 4 Jj "Classic", * Minus-C", “Plus-C”， 
“Dimer” 以 及 “Atypical ”等 5 2$ ( Hekmat-Scafe et al., 
2002; Zhou et al., 2004; Manoharan et al., 2013) , 
Vogt 和 Riddiford ( 1981) 通过 性 外 激素 标记 的 
方法 ,首次 从 雄性 多 音 天 看 峨 Antheraea polyphemus 
中 发 现 性 信息 素 结合 蛋白 ; 之 后 普通 气味 结合 蛋白 
在 鳞 翅 目 昆 虫 中 被 发 现 (Breer et al., 1990) ; 1994 
年 触角 结合 蛋白 在 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 
中 被 发 现 (McKenna et al., 1994) ; 1996 年 家 看 
Bombyx mori 的 触角 结合 蛋白 也 被 发 现 (Krieger et 
al., 1996) , OBPs 可 以 选择 性 地 绑 定 气味 分 子 , 配 
体 结 合 的 研究 已 经 在 很 多 昆虫 中 完成 ,如 鳞 翅 目的 
A3 IR, d gt IE Helicoverpa armigera WWM Wk j Wi 
Conogethes punctiferalis( Gong et al., 2009; Li et al., 
2013; Sun et al., 2013), EE 9H H BJ K I Locusta 
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migratoria( Jiang et al., 2009) , 双 翅 目的 桔 小 食 心 蝇 
Bactrocera dorsalis( 陈 玲 等 , 2013 ) ; SER H B] Hg SRL 
4& f& Holotrichia parallela( Ju et al., 2012) ,以 及 膜 翅 
目的 西方 蜜蜂 Apis mellifera ( Spinelli et al., 2012) , 
URH HAI KE Nilaparvata lugens Stil ( He et 
al., 2011) 。 目 前 有 关 小 莱 峨 OBPs 的 研究 甚 少 ,在 
小 羔 蛾 中 只 鉴定 出 5 个 OBPs ,其 中 包括 2 个 GOBPs 
( PxyIGOBPI 和 PxyIGOBP2) ( Zhang et al., 2009) 和 
3 个 PBPs( PxylIPBP1, PxylPBP2 和 PxylPBP3 ) ( Sun 
et al., 2013) 。 其 中 ,小 菜 蛾 2 个 GOBPs 基因 与 其 
他 鳞 翅 目 昆虫 的 COBPs 氨基 酸 序列 一 致 性 达到 
70% ~80% ,但 两 者 之 间 的 一 致 性 只 有 50% ; 利用 
实时 荧光 定量 PCR 验证 其 表达 模式 ,COBPs FE MEHE 
虫 触角 特异 表达 ,在 其 他 虫 龄 稳定 表达 。Sun 等 
(2013) 通过 分 子 克隆 的 方法 鉴定 出 3 个 PBP 基因 ， 
这 3 个 基因 在 小 菜 蛾 触角 中 特异 性 表达 ,组 织 表 达 
谱 的 分 析 有 助 于 我 们 进一步 分 析 其 功能 。 

基于 小 菜 蛾 基因 组 数据 库 ( You et al., 2013) 的 
分 析 , 转 录 组 数据 显示 小 菜 蛾 OBP2 基因 RPKM 值 
在 雄性 成 虫 中 比较 高 。 为 了 深入 探究 PxylOBP2 的 
功能 ,我 们 研究 了 组 织 表 达 模 式 , 并 对 其 进行 体外 原 
核 表 达 ,蛋白 纯化 得 到 PxylOBP2 EHER. MIK 
光 苋 争 结合 实验 比较 重组 蛋白 与 39 种 气味 分 子 的 
结合 能 力 强 弱 ,以 期 对 小 菜 蛾 嗅觉 识别 机 制 有 进 一 
步 的 了 解 ,同时 也 为 深入 研究 小 菜 蛾 OBPs 的 功能 
莫 定 基础 。 

































































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 虫 源 

供 试 小 菜 蛾 为 福建 农林 大 学 田间 试验 室 常年 饲 
养 的 敏感 品系 。 幼 虫 以 葛 卜 苗 饲 养 传代 , 养 虫 室温 
度 条 件 为 25 x VC ,相对 湿度 75% ~80% , 光 周 期 为 
16L:8D, DI 596 WESEZKIR AR JN B, CR 235841] 


























的 发 育 历 期 ( 忠 卵 1 -4 185 27] B, EHE AR 2 Ru WE 
pk vh, ZR SE u HE x, ri, E 2 SOME pR URL E SE Ru HE pš. 
虫 ) 的 11 个 样品 及 不 同 组 织 (4 龄 幼虫 头 部 .中 肠 ， 
雌雄 虫 头 部 .触角 和 足 ) 的 8 个 样品 , 共 19 个 虫 样 ， 
液 氮 冷冻 , 置 于 -80Y 冰箱 待 用 。 
1.2 主要 试剂 

RNA 提取 试剂 盒 Trizol 购 自 Invitrogen; 反 转录 
试剂 盒 GoScript™ Reverse Transcription System , 2€J5 
定量 PCR 试剂 盒 CoTaq@ qPCR Master Mix DNA 胶 
回收 试剂 盒 \ 质 粒 提取 试剂 盒 .pbCEM-T Easy Vector 
System 工 载体 和 T DNA 连接 酶 均 购 自 美国 
Promega; TransStart® TopTaq DNA Polymerase 购 自 北 
京 全 式 金 ;DNA Marker DLI000, DL2000, Premixed 
Protein Marker， 以 及 限制 性 内 切 酶 Wo TI Xho 135] 
W Ej TaKaRa; Goldview 核酸 染料 购 自 赛 默 飞 ; 
pET28a, DH5a 和 BL21 ( DE3 ) 为 实验 室 保存 的 菌 
种 ;引物 由 铂 尚 生物 技术 ( 上海) 有 限 公 司 合成 。 
1.3 引物 的 设计 及 合成 

根据 预测 的 序列 ,利用 Primer Premier 5.0 软件 设 
计 相 应 引物 ( 表 1) ,并 在 cDNA 克隆 引物 上 下 游 加 上 酶 
切 位 点 Neo 1 F Xho 【( 下 划 线 表示 ) ,同时 用 小 菜 蛾 RPS4 
和 RPLS 基因 作为 内 参 基因 ,用 于 校准 基因 的 表达 。 
1.4 总 RNA 的 提取 及 cDNA 第 一 链 的 合成 

取 100 头 大 小 一 致 的 4 龄 幼虫 , 先 用 无 酶 水 清 
洗 干 净 , 然 后 用 75% 的 酒精 清洗 消毒 ,再 用 无 酶 水 
清洗 去 除 虫 体 表面 残留 的 酒精 ,随后 将 消毒 并 清洗 
干净 的 虫 体 置 于 光学 显微镜 下 ,用 狠 子 ( 先 在 酒精 
灯 下 灼 烧 ,并 用 75 儿 酒精 消毒 ) 划 破 虫子 体 表 , 小心 
拉 出 肠 道 ,去 除 后 肠 和 马 氏 管 ,只 保留 中 肠 , 将 取出 
的 中 肠 转移 至 装 有 RNALater 的 2 mL 离心 管 ( 本 实 
验 涉及 的 小 汪 蛾 的 不 同 组 织 的 解剖 方法 类 似 ) , 按 
照 Trizol 试剂 盒 说 明 书 提取 RNA ,1% 琼脂 糖 检 测 ， 
核酸 蛋白 检测 仪 检测 浓度 ,之 后 按照 反 转 录 说 明 书 
进行 反 转录 合成 第 一 条 cDNA 链 。 











































































































表 1 本 研究 所 用 的 引物 
Table 1 Primers used in this study 





























引物 用 途 引物 名 称 引物 序列 (5 -37) 
Use of primers Primer name Primer sequence 
cDNA 克隆 OBP2-F CATGCCATGGGCACGAAAATCATCAACCTACC 
cDNA cloning OBP2-R CCGCTCCACTACTTCGTCTTTAAGCAATTGT 
实时 荧光 定量 PCR OBP2-F CTCAAGGGAAATGCTTCCTGG 
qRT-PCR OBP2-R GCTGTCGTCTCCATACACTGCC 
RPS4 内 参 基 因 扩 增 16881-F ATGGATGTTGTGTCGATTGAAAAGCA 
Amplification of the reference gene RPS4 16881-R GAGTGATGCGGTGGATGGTGA 
RPL8 内 参 基因 扩 增 9839-F CGGTCGTGCCTACAAATACA 
Amplification of the reference gene RPL8 9839-R CGTGAGGATGCTCCACAGGGT 


下 划 线 示 酶 切 位 点 。Restriction sites are underlined. 
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1.5 小 菜 蛾 气味 结合 蛋白 OBP2 & cDNA 序列 
克隆 及 重组 质粒 构建 

以 反 转 录 合 成 的 小 菜 蛾 雄性 成 虫 第 一 条 cDNA 
链 为 模板 ,PCR 扩 增 获得 小 汪 蛾 OBP2 基因 的 开放 
阅读 框 全 长 。 采 用 Trans Start Top Taq 进行 PCR 
扩 增 ,反应 条 件 :94% 预 变 性 5 min;94%C 变性 30 s, 
60*C 退火 30 s,72% 延伸 1 min,38 个 循环 ;72Y 延伸 
10 min。 胶 回收 , 测 浓度 之 后 连接 至 pGEM-T 载体 ， 
转化 DH5o 感受 态 细胞 , 挑 单 克 隆 进 行 菌 液 PCR 验 
证 ,最 后 将 验证 的 阳性 菌 液 送 至 铂 尚 生物 公司 双向 
(T7 和 SP6 ) 测 序 。 将 测序 正确 的 质粒 与 pET28a 载 
体 分 别 经 Neo I 和 Xho 工 双 酶 切 后 ,用 TDNA 连接 
酶 连接 。 连 接 产 物 转化 到 大 肠 杆菌 BE21 ( DE3) 感 
受 态 细胞 中 ,培养 12 h 后 挑 取 阳性 克隆 菌落 ,经 菌 
液 PCR 验证 成 功 后 用 于 原核 表达 。 

1.6 序列 分 析 和 进化 树 构建 

首先 利用 Primer Premier 5. 0 EZ H Bë JF 2i &ll 
译 成 蛋白 序列 ,再 利用 ExPASy 软件 中 的 Compute pI/ 
Mw (http ;//web. expasy. org/compute, pi/ ) 程序 预测 和 蛋 
白 的 分 子 量 和 等 电 点 ;利用 SignalP 4. 1 软件 (http:// 
www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/) 对 PxylOBP2 进行 

言 号 肽 预测 ; 用 在 线 预 测 软件 TMHMMv2. 0 ( http :// 
www. cbs. dtu. dk/services/ TMHMM/ ) 对 小 菜 蛾 OBP2 
蛋白 质 序列 进行 跨 膜 序列 分 析 。 

将 测序 结果 利用 Uniprot 在 线 BLAST ( http:// 
www. uniprot. org/blast/ ) 进行 序列 相似 性 搜索 ,采用 
DNAMAN 软件 进行 蛋白 序列 的 同 源 性 比 对 ,获得 小 
IR PxylOBP2 与 其 他 昆虫 相关 基因 序列 的 比 对 结 
果 , 并 利用 MEGAS. 0 软件 中 的 邻接 法 (Bootrap 为 
1 000 次 ) 构 建 基因 的 系统 进化 树 。 

1.7 小 菜 蛾 气味 结合 蛋白 基因 OBP2 表达 谱 分 析 

按照 Promega 公司 的 GoTaq® qPCR Master Mix 
试剂 盒 说 明 书 进行 实验 操作 , 扩 增 反应 体系 为 20 
PRL: 上 下 游 引 物 各 0.4 uL, ddH,O 7.2 pL, GoTaq® 
qPCR Master Mix 10 uL, 模板 2 kL。 反 应 条 件 : 预 
变性 95%C ,3 min; 变性 95% ,15 s, 退 火 温度 60C, 
35 s, 溶 解 温度 63Y ,44 个 循环 。 

1.8 重组 蛋白 表达 条 件 的 优化 和 纯化 

将 鉴定 正确 pET-PxylOBP2. 菌 液 接种 于 含 卡 那 
TEZ ( kanamycin ) 抗 性 的 LB 液体 培养 基 ( 卡 那 霉 素 
终 浓 度 100 ug/mL) 中 ,37% 过 夜 培养 ,次 日 , 按 1% 
接种 量 将 过 夜 活化 的 菌 液 接种 于 5 mL 的 LB 培养 
液 中 ,37% 200 r/min 培养 2 ~3 h 至 OD, =0.6, 添 
加 IPTG 至 终 浓度 为 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 和 0.9 













































































mmol/L,37*C 200 r/min 诱导 8 h 表达 目的 蛋白 ; 
0.5 mmol/L IPTG 浓度 下 每 2 h 收集 菌 液 1 mL 共 4 
管 ; 另 取 一 瓶 加 入 IPTG 至 终 浓度 0.5 mmol/L, 28*C 
诱导 8 h, 然 后 用 PBS 溶液 重新 悬 序 菌 体 沉 淀 后 超 
声波 处 理 5 min 破碎 菌 体 细胞 ,16 000 r/min 高 速 离 
心 分 别 获得 上 清和 包涵 体 ;最 后 ,利用 聚 丙烯 酰 氮 凝 
胶 电 泳 确定 表达 形式 ,其 表达 形式 若 为 包涵 体 , 则 需 
进行 包涵 体 的 变性 及 复 性 处 理 。 

目的 和 蛋白 纯化 :上 清 液 经 0.45 pm 微 孔 滤 膜 过 
滤 , 然 后 用 镍 柱 纯化 目的 蛋白 ,用 不 同 浓 度 咪 哗 
(10, 20, 50, 80, 100, 200, 250, 300, 350, 400 和 
500 mmol/L) 洗 脱 缓冲 液 对 镍 柱 进行 梯度 洗 脱 ,经 
SDS 电泳 检测 ,将 含有 目的 蛋白 的 洗 脱 液 转移 到 装 有 
Tris 缓冲 液 的 透析 袋 (截流 量 3.5 kDa) 中 ,透析 过 夜 。 
1.9 RHR OBP2 多 克隆 抗体 特异 性 的 
Western blot 检测 

SDS-PAGE 电泳 至 省 酚 蓝 跑 出 玻璃 板 即 可 终止 

昌 泳 ,在 45 mA 条 件 下 转 膜 15 min 至 PVDF 膜 上 ， 
596 脱脂 奶粉 封闭 过 夜 。 制 备 的 Pxy10BP2 多 克隆 抗 
体 作 为 一 抗 ,1:2 000 (v/v) fi Ja , SEI RE TIR 
ff2 h,PBST 洗涤 5 ~10 min, ETE 3 IX; H 1:5 000 
(v/v) 稀释 的 HRP 标记 的 羊 抗 免 IgG 作为 二 抗 , W 
MERRIA 2 h, PBST 洗 5 ~ 10 min ,洗涤 3 次 ， 
洗涤 结束 后 ,去 除 洗 涤 液 ,加 入 DAB 染色 工作 液 
显 色 。 
1.10 小 菜 蛾 PxylOBP2 重组 蛋白 的 配 基 结合 实验 

荧光 竞争 结合 试验 可 以 研究 PxylOBP2 与 不 同 
种 类 气味 分 子 的 结合 能 力 。 我 们 选取 了 3 种 性 信息 
素 ,36 种 植物 挥发 物 ,包括 寄主 十 字 花 科 植 物 挥发 
物 和 趋 避 植物 番茄 挥发 物 。 具 体 步 又 如 下 :设置 交 
光 分 光 光 度 计 激发 光波 长 为 337 nm, 扫描 发 射 波长 
范围 350 ~550 nm, EHEk EMP JILA, 1-NPN 和 
蛋白 的 混合 液 ( 终 浓度 均 为 2 uumol/ L) , ñf 8: 2 min 
使 充分 反应 ,测定 殉 光 强度 ,然后 将 深 于 甲醇 的 气味 
标 样 ( 终 浓度 为 1 nmolL) 依 次 加 到 荧光 比 色 严 中 ， 
浓度 从 2 ~ 16 pmol/L 依次 递增 , 静 置 2 min , 竺 荧光 
强度 稳定 后 ,记录 最 大 殉 光 值 , 每 种 气味 样品 重复 测 
3X3 次 (Xu et al., 2010) , 

为 了 测定 蛋白 的 结合 浓度 ,以 417 nm ( XX 
射 光谱 处 ) 的 荧光 强度 值 对 1-NPN 浓度 作 图 。 用 
Scatchard 法 线性 化 该 曲线 。 假设 蛋白 活性 为 
100% ,并 且 在 饱和 状态 下 ,气味 分 子 与 蛋白 1:1(m/ 
my) 结合 ,根据 气味 物质 的 ICso 值 ( 配 基 替换 50% 探 
针 时 的 浓度 ) ,计算 配 基 的 解 离 常数 K. (K; = 1Cso/ 
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[LI+(1-NPN)AKNN])。 计 算 公 式 中 , (1-NPN ) 是 
未 结合 1-NPN 浓度 :KiNex 为 OBP/1-NPN 复合 物 的 
解 离 带 数 。 解 离 常 数 越 小 ,表示 蛋白 与 气味 分 子 的 
结合 能 力 越 强 。 
1.11 数据 处 理 

表达 谱 数 据 处 理 :2 ^7 的 方法 (Livak and 
Schmittgen, 2001) 可 用 来 衡量 基因 的 相对 表达 情 
况 ,基于 前 面 的 实验 方法 分 别 对 每 个 模板 的 3 个 生 
物 学 重复 数据 进行 分 析 , 使 用 SPSS 软件 进行 ANOVA 
单 因素 方差 分 析 ,P <0.05 表示 有 显著 性 差异 。 











2 结果 


2.1 小 菜 蛾 气味 结合 蛋白 基因 cDNA 的 克隆 及 序 
列 分 析 

以 小 菜 蛾 雄性 成 虫 cDNA 为 模板 ,进行 PCR T” 
增 , 得 到 了 一 条 特异 性 条 带 , 测 序 结果 表明 该 片段 大 
小 为 546 bp, 并 通过 序列 比 对 发 现 与 转录 组 (You et 
al., 2013) 所 得 该 序列 100% 一 致 (图 1) ,将 其 命名 
为 PxylOBP2 ( GenBank 登录 号 : KT070562 ) 。 
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图 1 /N iR PxylOBP2 基 
Fig. 1 














因 的 核酸 序列 及 氨基 酸 序 列 
Nucleotide and deduced amino acid sequences of the PxylOBP2 gene of Plutella xylostella 


星 号 表示 终止 密码 子 , 方 框 内 表示 保守 的 半 胱 氮 酸 。The stop codon is indicated with an asterisk, and conserved cysteines are boxed. 


PxylOBP2. 开放 阅读 框 ( open reading frame, 
ORF) 包 含 546 MIZER , 编码 182 PARR, 推导 
的 氨基 酸 序列 具有 昆虫 气味 结合 蛋白 的 典型 特征 ， 
具有 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 残 基 (图 2) ,其 排列 方式 
Jj; Cl-X4,-C2-X3-C3-X4,-CA-X,,-C5-X8-C6 符合 典 
型 OBPs( classical OBPs) ( Hekmat-Scafe et al., 2002 ; 
Xu et al., 2003; Zhou et al., 2004, 2008; Zhou, 
2010) 。 通 过 ExPASy 软件 中 的 Compute pL/Mw 在 
线 预测 该 成 熟 重 白 大 小 22. 24 kDa ,等 电 点 5.69。 
2.2 了 PxylOBP2 氨基 酸 序 列 的 比 对 及 系统 进化 分 析 

Uniprot 在 线 BLAST 对 PxylOBP2 序列 进行 序 
列 相似 性 搜索 (上 -value 小 于 10e-3 ) ,22 个 序列 中 鳞 




















翅 目 和 半 翅 目 昆虫 最 多 , 均 占 总 量 的 31. 81% ;其 次 
是 双 翅 目 昆 虫 , 占 27. 27% ; 2 3 IP A H , 
占 9.09% 。 序 列 一 致 性 最 高 的 为 帝王 斑 蝶 Danaus 
plexippus DpleOBP2 ( GenBank 登录 号 : KGM02358 ) ， 
氮 基 酸 序列 一 致 性 为 71. 296, 其 次 是 家 看 
BmorOBP2( GenBank 登录 号 : FM876235 ) , 氨基酸 
序列 一 致 性 为 70.5% ,与 其 他 昆虫 的 同 源 序列 氨基 
酸 序列 一 致 性 均 在 24.5% ~67.0% 之 间 。 

采用 MEGA5.0 的 邻接 法 对 比 对 的 5 个 目 18 种 
昆虫 的 23 个 气味 结合 蛋白 构建 进化 树 ( 图 3) ,重复 
抽样 1 000 次 ,小菜 蛾 与 同属 于 鲜 翅 目的 帝王 斑 蝶 、 
ZUR RI 4 8. Chilo suppressalis 首先 聚 为 一 类 , 而 半 
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370 昆虫 学 报 Acta. Entomologica Sinica 59 卷 
i NESKTKRARENRCQTANNAVSEI SRILTFLTI WSFI YI VYSFKPLTKDEHI ERYNKMNELI EPFRENLTENARQVKS S ABVEKFLK. RI PCS NM: 95 
了 MSRFKLI MIILILFSISLLVI SF CPXTKEECI DRFNEXNEEVEPERCNLT| ROVEMSAIBVEHFLK. RIBCSSM 77 
CsupOBP3 - NKKRSRVKRPRDKNCKNDRVLTDFI MI I FVLFAI YLVT AF EPNT KKEHI AKFNKNNDEVEPERENLT RQVKESNVI ENFLK. RI BCT SN 93 
CsupOBP21 HHRKPNEERAPDWSYSAIPQEQAAHVQQCFKKNNT KEVQBNDKRPI RRLS. PKCESP V: 8 
DpieOBP2b VETDCAVENNRAVGVLTVHDI KI DKDTII TRNANLKKENEKSSEACI ECKE NVSPDWS Y5 SFPEDVEKHVEBCFKRNAS KEVHÉSDERPVERLS. PKKESPV: 118 
DpleOBP2c - NNKHKALKSHS NNCLYVFLCLI GHVL ASKS HGYS GT LVDFTDLPKVQGHLBALVRNAC: IVRAYFT. NSBBI TRS 84 
区 NACS IVRAYFT. NSSBVSRS| 30 
WC NLYVSYFVI VT AASS AVI TCI NAABSNNPDNCTVFINNS I KTFRA. CCI PSTTT| 63 
[ooo PME uU TOEIC IC LII OU ISO IA QE NLYVLYFVI VTAASS AVI TCI NAADS NNPDNCTVFINNS I KTFRA. CCI PSTTT| 63 
JR XFKLLLVTVLXLGI LS VEAEI DVQEEI AKEI LEAN I QDLIH. KHPS AGC 62 
| AS I u. u: hg Ao a tieu C ecran Smet ara de cree eas S Ead ou a oe k'a a rtr MKFLASI VVLALAVGYI KSEBLTKENAI AMAA IVEALEN. HEAPSTH| 59 
| coc LN a he te ea ne aD E ra NAKLFVTLAI LSVFGGNLVKGF CKKAAVT AENAKNBE VEELVG. KKPSSTX 63 
D. c ee a a EErEE a E EE E NRE SES - - NKFLNI CLI VCAALI ANTKCDDFEGVELT ACEBK. IVETNFK. HEPAGS X 58 
IE MAADS. . SDALTVFENKIS I KTERA. CCI PSTTT| 40 
DIUHBÉ. G Coia ioco are etre ris, ha S Sant c iare G snae Dea yes x Saa hiya e a Ov dius wa dor efie aa atis S Sw aee MAADS. . SDALTVFENKIS I KTFRA. CCI PSTTT| 40 
人 ANCFVIFALSLSATWFGQSLSEDENRENARKLENTSBé IVEALKN. HCXBES R: 61 
到 汪汪 NMLYLLEFVIFSLALTASI PCI NAADS. . PDNLAVFINEIS I KNFRA. CCI PSTTT| 61 
和 NKFLVVF AFVANAVCSI RAELTKEEAI AI VNI IVEANMK. HEPALS K: 58 
的 NLYVLYFVI VTS ALS AVI TCI NAADS. . SDNLT WEINE] I KTFRA. CCI PSTTT| 6l 
A e e MKHI AVALLFVGLSLAGTCADEVSEAKENERGLE AAE IVENFYVN. DKNBDTRT 62 
JmEENHEIS ee CR A des etie s ass c ite ee qa MSSFVITVGAGVLVLLATLSLFPWLACPVDKBAI KEAAKEVI T I QALKL. HKNBESH 70 
有 MKSFVGLI F AVALVEF AS AVT KEYHDR AV AAKB Ke: I QEFLKKHKLBETE| 61 
pe TTE T E IO ANLPQVSPFQPFSKEEQLTRI KKNNEEVEPERKNLTEBA IVEDFLK. RI BCST Ai 63 
Consensus v d ef v nec evgasdddve f ppst eE 
BmorOBP2 MILKRNSLIKN LS CENLLEVNRAVYGDDSEVNSRLKT AI LESS KI VELI F. EI š MNHNKNEHI LDKI TMERRNEALGQNSSN... PDEWSEEEDENLKLVKDE 209 
DpieOBP2s I EKRENSII VN I SRENLLEA4NRAVYGQDSEVNTRLNTAI VEWSDEVVEGI F. EV MNHNKNEHI LEKVTNERRNEALGCNTSD... PDVWIDEDLDEILKLIKDE 191 
CsupOBP3 I LKRNAI I RN. IVDENGLEEANRAVYGBDSEVNSRLKAAVGEIKQVVL NI F. EI {S MNHNKNEHI LDKVTLERRNEALGCNMSSD... TDTWIDEEDENMLKLLKDE 207 
CsupOBP21 LI MSVLKRNGVIEK I NKCNLIILWSKFYEKDTRLNKKLEKRNLDRIEI EMS ARNI. DESK i 147 
DpleOBP2b 'VLKRNSVI EN. I HKENLI ALVKKFIYEKDEKLNKKLERNLDR]I ETS ARDK. DOS EMTNLINTTPEWASVPLHSSGCHLLRGVCNRKHHT AKHAPI PLSELI SQ. 234 
DpleOBP2c MBNNECSDVI NH IVNRELLI HLASLWNGKNSGVVRELHSI SRLÆLDSI EGAS. CRE MINENNIEFAFPLDI AEEAVRKNPFHLI CENLPQEFRQPE......... 192 
BmorOBP IF ATIENLECS DI I NH IVNRDLLVHLAGLWNGKNSRVWRKLNSVSRLIBLDSISGNT. DRS MINENNIEFAEPLDI AEEAVRKNPFHLIQPK..... .. 129 
SRIrOBP5 SNF NHSGLNKE. YDSEGALKLVGCVFAADPVKLGKAKTLI NTMSDEVENEN. DKS [gu LEER, E 143 
SRrOBPR cu MNFNHSGLNKE. 1NSEGALKLWGCVFAADPVKLGKAKTLI NTS DEVE NEN. D 站 143 
GacrOBP6 ELREMMLNKKYEVLDANGNLVKS VALEHAKKF TNSBENKLEKI AGTI I CMSS ANIT VGI. . a a ALA EPEE LEELEE ET TET 145 
MdomPEP/GOBP WNANMINEKFGVLAD. GMMVKEKAIEVGI ALFGDDE. .. AKATAIVEANESLEVLLEDL.. ee ETE E EENT 132 
CstyOBPS ILRSWLNKKYEVNLINTGBEFVKDVAVTHAHKYTDGSEDRNKI AHEIIDANWSSIEVADD.. 四 148 
CcapPBP2 MVNKRFGLANDDGNNDKEKATDPI CKI I ASCNEECESLGLEVLET[SVDI DVDETL. ` 和 142 
LstOBP3 ENFNHSGLNKD YDSEGALKLVGRVFALNPI KLGKARCLI NG€TDEVENEN. DE a TEAN TE EE EE 120 
LstrOBP1 INF NHS GLNKD YDSEGALKLVGCVFALNPI KLGKARCLI NG&TDEVKNEN. DES 站 120 
TeasOBP15 INLENVELDS AKI NCI. FSKSGM EGFKPLI GDBKAKLESLEKLS ATMESELGDGE. DKE BNGETHEEEVPPPER. 2. lol eel III 147 
NlugzOBP7 NF NHS GLNKT. YNSEGALKLVS CVFAENPVNLGKAKCLI NG$T DEVE NEN. D Li a tj. SAMA SS net —AifRBRAMReIISISRAT 141 
DantOBPl MALKKFGVLSE. DGKLI KDASI ELTKRFI KDBEDKKELATEVI EAMEALEVNED. . Hug I KKEFELKELDSSAEI 142 
LstrOBP6 SNF NHSGLNKD. Ee ALNPI KEGKARCLI NGSTDEVKKEN. DK SITVKNSSCVGLS..... 141 
AdarOBP MNCECFGVSNG. KAFQPEGFIELSKMLAKGDEAKNALAKEI AADMKDVVHEDR. . [s KDS AEKHGI ELKH. 143 
TmolOBPl MIFDSSKINEN. GHFSKSOM EGFKPLVGEDQEKCERI NCLASTWENEI GDGDS DKS EKNGKTHGFENMPT AV Š 158 
LhePEPS NYLEENKLI TD. . GKVNVEEWKKSNKEKWDEE AHV AMADEI VDESNEQVS PEGL AKIS LKHGF EKGLP APNXEDV: Ki 151 
PrylOBP2 ° MI LER NELI KN. E CKESLI EVNRAVYGBDSEVNMARLKT AT I EEEVVSTI F. EI [8 IS NFNDISNHNKNEHI LEKVTXDRRNKALGQNAS ADAYTDDWTEDDDEI LGLLKDE 180 
Consensus kcmlsemlk sgimkd gk  kegaleiv vfgdde kl ka li c dev e dkce as ndct k m gl 


Fig. 2 





图 2  PxylOBP2 与 其 他 昆虫 OBPs 序列 比 对 
Alignment of PxylOBP2 with OBPs from other insects 











6 个 保守 的 半 胱 氮 酸 用 黑色 阴影 标 出 ,灰色 阴影 表示 同 源 氮 基 酸 。The six cysteine and homologous residues are shaded in black and gray, 


respectively. 


xl HAR 
Laodelphax striatella UE; KRAER NAH 
2.3 小 菜 蛾 PxylOBP2 的 表达 谱 分 析 
以 内 参 基因 的 表达 量 为 基准 ,采用 2 ”的 方 
法 研究 PxylOBP2 在 不 同 发 育 阶 段 表 达 量 的 高 低 。 
结果 表明 , PxylOBP2 在 未 交配 雄性 成 虫 中 的 相对 
表达 量 显 著 高 于 雌性 成 虫 以 及 其 他 发 育 阶 段 (图 
4: A) ;在 不 同 组 织 中 ,Pxy1l0BP2 基因 在 雄 虫 足 中 
的 表达 量 最 高 ,其 次 是 雄 虫 触角 、 雄 虫 头 部 和 雌 虫 
足 中 (图 4: B), 
2.4 pET-OBP2 重组 蛋白 的 表达 及 纯化 
不 同 PTG 浓度 诱导 结果 [图 5(A):3-7 泳 
道 ] 显 示 ,IPTG 浓度 对 于 PxylOBP2 蛋白 的 表达 影响 
不 大 ;经 0.5 mmol/L IPTG 诱导 的 8 h 内 每 2 h 取 
1 mL 菌 液 [图 5(B):9-13 泳 道 ] ,结果 显示 6 h 时 
蛋白 表达 量 最 高 。 不 同 温度 及 表达 形式 | 图 5(C): 
18 -21 泳 道 ] 可 看 出 28% 表达 量 低 于 37% , 目的 蛋 
白 主要 集中 在 包涵 体 。 其 理论 大 小 21 kDa, 表达 的 
融合 蛋白 大 小 22. 24 kDa。 目 的 蛋白 在 30 mmol/L 
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咪唑 时 就 可 以 洗 脱 , 随 着 咪唑 浓度 的 增加 ,目的 蛋白 
浓度 逐渐 增加 (图 6: A)。 包 涵 体 纯化 后 送 往 公司 
制备 多 克隆 抗体 ,表达 的 重组 蛋白 可 以 和 免 抗 小 菜 
蛾 OBP2 抗体 发 生 特异 的 血清 反应 (图 6: B) ,未 免 
疫 前 兔子 血清 为 阴性 对 照 , 表 明 小 菜 蛾 OBP2 原核 
表达 成 功 ,多 克隆 抗体 制备 成 功 。 
2.5 PxylOBP2 与 不 同 气 味 分 子 结合 能 力 分 析 
根据 Scachard 方程 将 1-NPN 5j PxylOBP2 的 
结合 曲线 线性 化 ,得 到 PxylOBP2 与 1-NPN 的 解 离 
常数 是 10.18 pmol/L (图 7) 。 采 用 荧光 竞争 结合 
实验 测定 了 PxylOBP2 与 39 种 挥发 性 气味 的 结合 
,结果 显示 (图 8, 表 2):3 种 性 信息 素 中 ， 
PxylOBP2 只 与 顺 11-16 碳 烯 乙酸 酯 结合 ,结合 能 力 
较 弱 , 解 离 常数 为 48. 95 umol/L;36 种 挥发 物 中 ， 
PxylOBP2 只 与 11 种 结合 ,其 中 与 芳 榜 醇 、 正 于 醇 
结合 能 力 最 强 , 解 离 常数 分 别 为 4.73 和 6. 86 
pmol/L, SERRE .乙酸 香 叶 酯 和 a- 荐 烯 结合 能 
较 强 ,与 己 醒 . 正 庚 醛 、 茶 乙 醒 、 异 戊 酸 叶 醇 酯 、 罗 
勒 烯 和 B- 紫 罗兰 酮 结合 能 力 一 般 。 
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图 3 基于 氨基 酸 序列 构建 的 PxylOBP2 及 其 他 昆虫 OBPs 的 进化 树 ( 邻接 法 ) 


3 Neighbor-joining tree of PxylOBP2 and OBPs from other insects based on amino acid sequences 





OBPs 序列 的 来 源 The origin of OBPs sequences; BmorOBP2 : ZÆ Bombyx mori, 鳞 翅 日 Lepidoptera; DpleOBP2a; 帝王 斑 蝶 Danaus plexippus , fil 
RH H Lepidoptera; CsupOBP3: — EM Chilo suppressalis, f£ $8 H Lepidoptera; CsupOBP21;: — 4L WR Chilo suppressalis, fW 3H H Lepidoptera; 
DpleOBP2b; 5i; E PESE Danaus plexippus, Wš*B H Lepidoptera; DpleOBP2c; 帝王 斑 蝶 Danaus plexippus, fH H Lepidoptera; BmorOBP; XÆ 
Bombyx mori, fis H Lepidoptera, SfurOBP5; H KAI Sogatella furcifera, `é $B H Hemiptera; SfurOBP8; FT KE Sogatella furcifera , ` B H 
Hemiptera; GmorOBP6 ; HI) F BB Glossina morsitans morsitans, XX 38 H Diptera; MdomPBP/GOBP:; 2 M Musca domestica, XX XH H Diptera; 
CstyOBP6 : HMW! Calliphora stygia, 3X3 H Diptera; CcapPBP2; Jl P 38 EMB Ceratitis capitata, XXX H Diptera; LsrOBP3: {K ifi Laodelphax 
XH H Hemiptera; LstrOBP1 ; JK K ik Laodelphax striatella, ` $B H Hemiptera; TcasOBP15; 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum, WMBB B H 
Coleoptera; NlugOBP7:; 褐飞虱 Nilaparvata lugens, >É $B H Hemiptera; DantOBP1; X WẸ Delia antiqua, XX 3H H Diptera; LstrOBP6: JK K k 
Laodelphax striatella , 28 E| Hemiptera; AdarOBP; 达 氏 按 蚊 Anopheles darlingi, XL% H Diptera; TmolOBP1; 黄粉 虫 Tenebrio molitor, 138 H 
Coleoptera; LhesPBP5 : 牧草 盲 晴 Lygus hesperus, 半 翅 目 Hemiptera. 各 序列 名 称 后 为 序列 的 GenBank 登录 号 。The GenBank accession numbers 


are listed after the sequence names. 
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发 育 阶 段 Developmental stage 组 织 Tissues 


图 4 — PxylOBP2 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 阶 段 (A) 和 不 同 组 织 (B) 的 表达 模式 




















Fig. 4 Stage-specific and tissue-specific expression profiling of PxylOBP2 in Plutella xylostella detected by qRT-PCR 
A. Egg: BB Egg; 1st: 1 龄 幼虫 1st instar larva; 2nd ; 2 龄 幼虫 2nd instar larva; 3rd ; 3 龄 幼虫 3rd instar larva; 4th; 4 龄 幼虫 4th instar larva; PM; 


HEIM Male pupa; PF: MEN Female pupa; AMU: 未 交配 雄 虫 Unmated male adult; AFU; 未 交配 上 肉 虫 Unmated female adult; AM; 已 交配 雄 虫 
Mated male adult; AF; 已 交配 上 肉 虫 Mated female adult. B. 4th( M) : 4 龄 幼虫 中 肠 Midgut of the 4th instar larvae; 4th( H) : 4 龄 幼虫 头 部 Head of 
the 4th instar larvae; AM(H) : 雄 成 虫 头 部 Head of male adults; AM( A): 雄 成 虫 触角 Antennae of male adults; AM( FE) ; 雄 成 虫 足 Foot of male 
































adults; AF( H) ; 雌 成 虫 头 部 Head of female adults; AF( A) : WERE fi ffi Antennae of female adults; AF( F): 峻 成 虫 足 Foot of female adults. 
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5 重组 小 菜 蛾 气味 结合 蛋白 PXyIOBP2 诱导 表达 IPTG 浓度 (A) .诱导 时 间 (B) 和 诱导 温度 (C) 的 优化 及 表达 形式 的 确定 
Fig. 5 Optimization of IPTG concentration ( A) , induction time ( B) , and induction temperature ( C) in induced expression of 
the recombinant PxylOBP2 and determination the forms of expression 
M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1; pET28a 空 质粒 的 表达 Expression products of pET28a; 2 -7: IPTG 浓度 分 别 为 0, 0.1, 
0.3, 0.5, 0.7 和 0.9 mmol/L 的 表达 产物 Expression products induced by 0.1 , 0.3, 0.5 , 0.7 and 0. 9 mmol/L of IPTG, respectively; 8; pET28a 
空 质粒 的 表达 Expression products of pET28a; 9 213: 分 别 为 IPTG 诱导 0, 2 , 4 , 6 #I8 h 的 表达 产物 Expression products induced by IPTG for 
0 ,2 ,4 ,6 and8 h, respectively; 14: pET28a 空 质粒 的 表达 Expression products of pET28a; 15; 未 经 IPTG 诱导 的 pET28a- PxylOBP2 表达 
Expression products of pET28a- PxylOBP2 non-induced by IPTG; 16 - 17; 分 别 为 37 和 28% 温度 下 PxylOBP2. 的 表达 产物 Expression products of 
PxylOBP2 induced by IPTG at 37 and 28% , respectively; 18 — 19: 分 别 为 37 # 28% 温度 下 PxylOBP2 Eyf KIK Expression products of 
PxylOBP2 in supernatant at 37 and 28% , respectively; 20 - 21; 4j 512g 37 #I 28% 温度 下 PxylOBP2 包涵 体 的 表达 量 Expression products of 

PxylOBP2 in sediment at 37 and 28% , respectively ; 
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图 6 重组 小 菜 蛾 气味 结合 蛋白 PxylOBP2 的 纯化 及 多 克隆 抗体 的 Western blot 检测 
Fig. 6 Purification of the recombinant PxylOBP2 and specificity of polyclonal antibody detect by Western blotting 
M: 蛋白 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1 -3: 分 别 为 pET-PxylOBP2 包涵 体 、 上 清 reis Sediment, supernatant and effluent of 
pET-PxylOBP2 , respectively; 4:10 mmol/L 咪唑 洗 杂 蛋白 Target protein eluted with 10 mmol/L imidazole; 5 — 13; 分 别 为 30, 40, 50, 60, 70, 80, 
90, 100, 150 和 200 mmol/L 咪唑 梯度 洗 脱 目的 蛋白 Target protein eluted with 30, 40, 50, 60, 70, 80, ad , 100, 150 and 200 mmol/L imidazole, 
respectively; 14: 未 免疫 兔子 血清 为 阴性 对 照 Non-immune rabbit serum as the negative control; 15 -17: 纯化 的 融合 蛋白 Western blot 检测 
Purified fusion protein detected by Western blotting. 
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7 1-NPN 与 PxylOBP2 蛋白 的 结合 曲线 
Fig. 7 Binding curve of 1-NPN to PxylOBP2 
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表 2 候选 配 基 与 1-NPN 竞争 结合 重组 蛋白 PXyIOBP2 
Table 2 Competitive binding of candidate ligands with 1-NPN to recombinant PxylOBP2 
























































配 休 CAS 登记 号 IG, Ki 
Ligands CAS no. (Hmol/L) (Hmol/L) 
顺 11-16 ps RE ( Z) -11-Hexadecenal 53939-28-9 - - 
顺 11-16 Bis E ( Z) -Hexadec-11 -en-1-ol 56683-54-6 66.92 60.93 
顺 11-16 碳 烯 乙酸 酯 (2Z) -11-Hexadecenylacetate 34010-21-4 53.76 48.95 
正己 醇 Hexyl alcohol 111-27-3 65.18 59.35 
香 叶 醇 Geraniol 106-24-1 118.70 108.08 
那 醇 Linalool 78-70-6 5.20 4.73 
2,5- 己 二 醇 2,5-Hexanediol 2935-44-6 - - 
Je M Nerolidol 721444 _ _ 
葵 甲 醇 Benzyl alcohol 100-51-6 - - 
B- 香 茅 醇 B-Citronellol 106-22-9 712.90 703. 77 
IE THY 1-Nonanol 143 -08-8 7.54 6.86 
反 式 -2- 已 烯 醇 rans-2-Hexen-1-ol 928-95-0 - - 
顺 3- 已 烯 -1- 醇 (Z)-3-Hexen-l1-ol 928-96-1 - - 
IE3E Capryl alcohol 111-87-5 - - 
A Hë Benzaldehyde 100-52-7 11.09 10.10 
正己 醋 Caproaldehyde 66-25-1 23:35 21.26 
AE LIR Phenylacetaldehyde 122-78-1 53.27 48.51 
正 庚 醛 Heptaldehyde 111-71-7 45.17 41.13 
(R) -C + ) TEARS (R) -(  ) -Limonene 5989-27-5 E - 
a-k is o.-Pinene 80-56-8 12.28 11.18 
( + )3-XX s ( + )3-Camphene 79-92-5 - - 
B i p-Ocimene 13877-91-3 34.66 31.56 


月 桂 烯 Myrcene 123-35-3 - - 
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续 表 2 Table 2 continued 





















































配 体 CAS 登记 号 ICso Ki 
Ligands CAS no. ( pmol/L) ( pmol/L) 
a- 水 芹 烯 o.-Phellandrene 99-83-2 - - 
a- 法 呢 烯 w-Farnesene 502-61-4 - - 
p- frs B-Caryophyllene 8744-5 - - 
Wi sh idis Terpinolene 586-62-9 - - 
茶 甲 酸 Benzoic acid 65-85-0 - - 
水 杨 酸 甲 酯 Methyl salicylate 119-36-8 一 一 
邻 茶 二 甲酸 二 异 丁 酯 Diisobutyl phthalate 84-69-5 118.70 108.08 
ZEE dr Geranyl acetate 105-87-3 11.85 10. 79 
乙酸 叶 醇 酯 Leaf acetate 3681-71-8 175.70 159.98 
异 戊 酸 叶 醇 酯 cis-3-Hexenyl isovalerate 35154-45-1 31.73 28.89 
ERA IR Methyl epi-jasmonate 39924-52-2 - - 
B- 紫 罗兰 酮 g-Ionone 79-77-6 38.88 35.40 
kE Bii] 6-Methyl-5-hepten-2-one 110-93-0 - - 
正 十 六 烷 Hexeadecane 544-76-3 89.05 81.08 
2,6- AU] AEX} P S 2 ,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol 128-37-0 209.40 190. 67 
校 树 脑 Cineole 470-82-6 一 一 


- : 不 能 计算 出 ICso (The IC;; value was unable to be calculated). 


3 讨论 与 结论 











小 菜 蛾 是 为 害 十 字 花 科 作 物 的 主要 害虫 ,该 忠 
年 发 生 世 代 多 ,繁殖 能 力 强 ,寄主 范围 广泛 ,并 且 抗 
药性 逐年 增加 ,防治 困难 ,造成 的 危害 不 断 扩 大 ,给 
我 国 芯 菜 产业 构成 严重 威胁 。 很 多 学 者 已 经 将 小 沫 
蛾 嗅觉 作为 研究 的 重点 ( 刘 一 鹏 等 , 2015 ) 。 本 研究 
克隆 了 一 个 小 菜 峨 OBP 基因 ,该 基因 与 帝王 斑 晃 
DpleOBP2 基因 同 源 性 最 高 (氨基 酸 序 列 一 致 性 为 
7196) ,命名 为 PxyL0BP2。 经 过 序列 分 析 ,PxylOBP2 
呈 酸 性 ,成熟 重 白 大 小 约 22. 24 kDa, 具 有 典型 的 6 
个 羊 胱 氨 酸 位 点 ,属于 典型 气味 结合 蛋白 。 进 化 树 
分 析 结 果 表明 ,Pxy10BP2 Ej EH H Ed tB (Ty TU , 


















































达 系 统 中 缺失 促使 蛋白 正确 折 著 的 各 种 影响 因子 。 
但 是 ,包涵 体 经 纯化 后 送 公司 制备 多 克隆 抗体 ， 
Western blot 检测 抗体 的 特异 性 结果 表明 多 克隆 抗 
体制 备 成 功 ,为 后 续 深 入 研究 小 菜 蛾 免疫 荧光 定位 
莫 定 基础 。 

表达 谱 分 析 是 研究 基因 功能 的 重要 途径 ( 钱 凯 
等 , 2015 ) 。 不 同 发 育 阶 段 表 达 谱 分 析 发 现 ， 
PxylOBP2 在 未 交配 的 雄 虫 中 的 表达 量 最 高 ,是 交配 
雄 虫 中 的 6 倍 ,其 他 阶段 表达 水 平 较 低 或 差别 不 大 ， 
相同 的 例子 还 在 甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua. WT. 
JU E Sitodiplosis mosellana 中 发 现 (Zhu et al., 
2013; Gong et al., 2014) ,已 交配 的 雄 虫 PxylOBP2 
的 表达 量 显著 下 降 , 据 此 推测 这 个 基因 在 雄性 成 虫 
中 发 挥 更 大 的 作用 ,可 能 与 雄 虫 识别 环境 中 的 性 信 
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ACRI ERO 的 OBPs 亲缘 性 较 高 ,与 半 翅 目的 白 











息 素 ,寻求 配偶 有 关 。 昆 虫 在 除了 触角 外 的 其 他 组 











EKA IK KAMI KELK) OBPs 亲缘 关系 较 远 。 
通过 构建 小 菜 蛾 PxylOBP2 的 原核 表达 载体 
pET28a-PxylOBP2 ,并 将 其 转化 到 大 肠 杆 菌 BL21 
( DE3) 中 ,经 过 IPTG 诱导 ,虽然 实现 了 该 基因 的 体 
外 原核 表达 ,但 重组 菌 经 超声 波 破 碎 后 的 SDS- 
PAGE 结果 显示 为 包涵 体 , 上 清 中 没有 目的 蛋白 。 
尽管 后 来 通过 降低 温度 、IPTG 浓度 等 进行 了 条 件 优 
化 ,上 清 中 仍 没 有 检测 出 目的 蛋白 。 形 成 包涵 体 可 
能 与 pET28a 表达 载体 本 身高 表达 性 质 有 关 。 
为 ,一 方面 蛋白 表达 量 越 高 越 容易 形成 包涵 体 ,蛋白 
合成 的 速度 太 快 ,没有 足够 的 时 间 进 行 折 释 ,二 硫 键 
不 能 正确 地 配对 ( 吉 挺 等 , 2014 ) ; 另 一 方面 ,原核 表 
































织 也 分 布 有 嗅觉 或 者 味觉 感受 器, 可 能 参与 了 寄主 
植物 的 定位 和 选择 (Li et al., 2013) 。 不 同 组 织 表达 
谱 分 析 显 示 , PxylOBP2 在 雄 虫 足 中 的 表达 量 最 高 ， 
这 与 雄 虫 可 以 更 有 效 地 感受 环境 中 的 各 种 化 学 因子 
有 关 , 气 味 结合 蛋白 在 足 中 表达 量 高 还 出 现在 其 他 
昆虫 中 ,比如 西 花药 马 Frankliniella occidentalis HL E 
有 大 量 的 刺 形 感 器 ,在 化 学 机 械 感受 方面 行使 着 特 
定 的 功能 ( 张 治 科 等 , 2015) 。 昆 虫 足 上 分 布 着 大 量 
的 味觉 感受 器 , Pxy10BP2 在 雄 虫 足 中 高 表达 , 推测 
可 能 和 感知 寄主 植物 非 挥 发 性 物质 有 关 ( Pelletier 
and Leal, 2009; Xu et al., 2010; Mitaka et al., 2011; 
Gu et al., 2011) 。 
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在 虫 在 寻求 配偶 时 除了 需要 性 信息 素 吸 引 外 ， 
寄主 植物 挥发 物 也 有 助 于 雄 虫 寻找 配偶 ( 宋 月 芹 
等 , 2014) 。 根 据 本 试验 荧光 竞争 结合 数据 ,小 全 蛾 
PxylOBP2 与 信息 素 顺 11-16 碳 炳 乙酸 酯 可 以 结合 ， 
但 结合 能 力 不 如 寄主 植物 挥发 物 ,结合 能 力 最 强 的 
是 寄主 植物 挥发 物 芳 樟 醇 . 正 王 醇 ,其 次 与 4 种 醛 类 
物质 均 可 以 结合 ,因为 醛 基 在 触角 感受 器 淋巴 液 中 
的 溶解 度 很 高 ,更 容易 被 昆虫 识别 ,与 前 人 研究 结果 
一 致 ( 陈 玲 等 , 2013) 。 最 后 是 酯 类、 烯 类 等 寄主 植 
物 挥发 物质 。 我 们 推测 羟基 ( - OH) E -C= 
OH) JXxd&( -C=0) 等 官能 团 可 能 会 影响 气味 分 子 
的 结合 能 力 ; 与 番茄 挥发 物 aq- 蔬 烯 也 可 以 有 效 结 
合 , 推 测 PxyIOBP2 在 小 羔 蛾 的 趋 避 行 为 中 也 发 挥 一 
定 的 作用 ; PxylOBP2 与 几 种 气味 分 子 不 能 有 效 结 
合 ,与 气味 结合 蛋白 选择 性 绑 定 气味 分 子 这 一 生理 
功能 相符 (Manoharan et al., 2013) 。 有 研究 表明 寄 
主 植物 挥发 物 可 以 和 信息 素 协同 作用 完成 一 些 生理 
行为 ( 沈 幼 莲 等 , 2009) ,因此 ,我 们 推测 PxylOBP2 
蛋白 可 以 有 效 结合 芳 樟 醇 、 正 壬 醇 ,这 两 种 化 合 物 协 
同 促进 小 菜 蛾 寻找 配偶 。 今 后 可 以 通过 EAG .行为 
学 反应 和 田间 试验 进一步 研究 和 确证 。 
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